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1. INTRODUCCION

Las innovaciones de la ciencia estdn a menudo basadas en las

carencias & necesidades de la humanidad,

Hoy en dfms “progreso" es un lema muy empleado,los hombres de
ciencia tienen la tarda de remlizar progresos en los fdrma-

cos ya existentes,sin olvidar la seguridad primero y desarrg
llar otros nuevos que lleven a cabo su objetivo de aliviar &
curar un padecimiento en 13s individuos que los reciben den-

tro de un tratamiento,

Es necesario que se descubran nuevos corpuestos activos capa
ces de combatir padecimientos como el cdncer y el sida,por

citar algunos,lo cudl seria un logro para la ciencia como lo
fué en su tiempo,la introduccidn en la terapedtica de los an
tibirdticos del ti.o de las cefalosgorinas y la estreptomici-

na(l).

fara llevar & cabo 10 anterior se necesitd valorar la activi
dad bioldgica de compuestos que provee la naturaleza S de a

quellos gue el mismo hoxmbre sintetiza,



Bste objetivo primordial se logra utilizando pruebas ,que se
realizan con microorganismos,c.n or,anis:oc simples,con 6rg§
nos de diversos animales superiores,con los mismos animales
completos 4 adn empleando al hombre mismo como sistema expe~
rimentel,este dliimo cazo va precedido de una amplia gama de

pruebas de otro tipo,

on compuestos Gue son aislados y caracterizades sin ninguna
prueba biolégica anterior,su actividad biolflpica permanece des
conocida,a pesar de que existaa ensayos propios para este fin
pera la razdn €S que eS5toS son costosSos y no son 1o bastante
disponibles para realizar un estudio prelimipar de cualquier
planta 4 intermediario sintético,la necesidad de realizar
bioensayos generales que detecten un amplio rango de activi.
dades bioldgicas y se extiendan,como una gufa para un cerni-
miento fitoquimico y el ensayo de intermediarios de reaccidn,
condujo a la busqueda de técnicas rduidas y econémicas uyue
puedan reslizarse en condiciones simples de experimentacida.
Utilizendo como medio principal de experimentacidn Artemia
salina E.,crustéceo a menude utilizado como alimento de pe-
ces,disponible & un costo bajo y de f4cil manipulacidn{pro-

porcionando un gran ndmero de larvas sus huevecillos)}.Todo



esto se puede utilizar gara efectuar el monitoreo fracciona~

do de un extracto natural ¢ de un intermediario sintdtico(20).

Las pruebas bioldgicas en general son variadas en la cetodo-
logfa que siguen,pudiendo ir desde lo mds sencillo hasta lo

mds complejo,ser econdmicas o de un alto costo.

El objetivo de este trabajo es re=zlizar una seleccidn de prue
bas bioldgicas con metodologia sencilla,llevando a cabo algy
nas de estas pruebzs en forma experimentzl.El requisito co-
min de estas pruebas es que deben relizarse bajo coadic.ones
simples de experimentacidén,con eq;;po y materiales accesibles
y considerando que gosiclemente serdn realizadas por perso-
nas poco experimentadas en yrocedi.lentos bioldgicos y gue
deberdn as{ mismo interpretar los resultados de dichas grue

bas.

simples 4 complejas ,econémicas 4 de alto costo todas las prue
bas biolégicas deben cumplir con el objetivo que ori.ind su

eeleccidn y por consigulente su realizacidn,



2. GENERALIDADES

2,1,-Pruebas Parmacoldgicas

La farmacologfa estudia & los fédrmaco. relacionando su estruc
tura c;ufmica con la actividad bioldgica y la posible aplice-
cién terpedtica del mismo,y aunque todos los aspectos son
importantes aquf sdlo nos erfocaremos a las pruebas que deter

minan su activided bioldégica(2).

Con el desarrollo de métodos experimenteles para determinar
l1a accidn biolégica en enimales y el hombre,se presentd la
opartunidad de seperar a 10s combuestos eficaces 6 activos
de los inactivos;es decir efectuzr un cernimiento farmacolé-
gico y establecer un procedimiento que determine si un com-
puesto tiene & no aslguna actividad deseable.Para esto el fdr-
maco Se somete a un n¥mero de pruebas,las cuales emplean ani
males fntegros,érgancs aisledos,cultivos celulares y al hog
brejas{ la identificacidn de compuestos nuevos con actividad
bioldpgica 4 la busqueda de efectos diferentes en lés ya exii
tentes,recuiere la reamlizacidn de ciertas pruebas en siste-

mas especificos,



El cernimiento de compuestos activos implica una evaluacién
que estd dirigida a la seleccidn de técnicas convenientes
para valorar y detectar la actividad que pueda tener el cox
puesto en cuestidn;estas pruebas deben presentar ciertas ca
racter{sticas que permitan hacer una Seleccidén agroplrada &
los fines que z4s convengan,Tales pruebas se realizan 35
Vivo con animales enteros 6 en si1stemmns eapec{ficos que per
mitan aportar informaci’n sobre las acciones que causa el
compuesto activo en estudiojcomd ejemplo ue estas tenemos a
las pruebas neurofarmacoldgicas usadas generalmente para df
tectar las accrones sotre 3NCj;existen otras pruebas e: las
Gue se consideran pardmetros proplos del sistema como las
realizadas en Sistema digestlvo para aeterminar actividad
antiulcerosa antisecretora y gédstrica,sistema cardiovascular
para analizar las acciones de los compuesto8 en estudio so-
bre presidén arterial ,sigtema respiratorio para valorar la

accién antiasmd.ica,antitusiva y analéptica,etc,

2.2,~Pruebas Biolégicas
2.2.1)Pruebas en drganc aislado
Las pruebas en individucs & en sistemas completos Son suma

mente complejas,por esta razén se han usado tradicionalmen



te las pruebas en Srgeno aislado,Por ejemplo las pruebas en
sistema cardiovascular tue se pueden sim;lificar con bioen-
sayos en érgano aislado,como son las pruebas en aurfcula y

corazén perfundido,presentan ventajas tales como 1l)permitir
la cuantificacién de la resguesta en forma precisa,2)conocer
la concentrecidn activa del fdrmaco y 3)impedir la interfe-

rencia de las respuestas de tipo reflejo.

las Vmés usadas en siStema gastrointestinal son en ileon de
cobayo,utilizando la parte distal por tener mayor sensibxl}
dad para el estudio ae la actividad farmscoldgica en muzCu~
latura lisa intestinszl,el 1ntestino de rata empleado para
valorar la accién neurétropa,de 1los compuestos parasimpati-
colfticos,intestino de conejo que presenta una actividad eE
pontdnea con contracciones y relajaciones rftmicas duraderas,
duodeno de rata usado par= valorar la actividad biolSgica de
espamoliticos,yeyuno de cobayo que presenta una notable ac-
tividad espontdnem fnue Se prolonga a vecet J0r varias horas,
aurfcula de cobayo 6 conejo usada en el estudio de la acti-
vidad de algunor fdrmacos gobre la frecuencia y la fuerza de

contraccidn cardidca.



Dentro de este grupo tenemo: ejemplos més concretos como el
estudio de Fontaine J. y Reuse J.{3) gue valoran los efectos
de morfina y algunos fdrmacos narcéticos sobre cédlon aislado
de ratén,los compuestos a probar se dejan en contacto con el
érgano por periédos de 2 a 3 minutos con intervalos de 15 mi
nutos,determinando con la ayuda de cusvas dosis-respuesta la
dosis efectiva 50 y el promedio de la respuesta médxima de con
centracién;encontrando que la morfina produce contracciones
dependientes de la dosis sobre la capa muscular del c¢élon,
siendo la respuesta rdpida y sostenida,los resultados obte-
nidos demuestran la presencia de receptores opidceos excita-
torios gque son estimulados con bajas concentraciones de mor-

fina y otros opidceos.

Otro ejemplo estd representado por los trabajos de Andersson
Rolf G. G.,y co;.(d) que utilizen otro método,dentro de este
mismo grupo,valorando la actividad de un grupo de 4-amino-3-
benzilidenhidrazin-1,2,4-triazoles sobre el tono muscular
del intestino,estos triazoles estdn estructuralmente relacig
nados con la clonidina,que es un potente agonista de los a-~
drenoreceptores alfe,con accién antihipertensive y que inhi-

be lg liberzcidn de 19s neurotrnaasmisores adrenérgicos y co-



linérgicos;ademds de inhibir el tono muscular trasueal,por o
tanto los triazoles muestran actividad tipo clonidina y ‘ue

inhiben la secrecién de histamina de los baséfilos,

2,2.2),-Cultivos y suspensiones celulares

Otro tipo de pruebas aun mds simples,son ajuellas que Se rea
lizan en células aizlades,extrafdas de un animal & cue pro-
vienen de una planta ¥y gue pueden mantenerse vivas a través
de cierto tiempo,estos tipos de ensayos son los cultivos y
suspensiones celulares cue sirven preferentemente para estu-
dios zobre la actividad de agentes antivirales,anticarcino-
génicon y todos auuellos gue afeéten el crecimienzo § propis
dades de las células proveniente: de tejidos 1lfguidos,como

son los eritrocitos,leucocitos,linfocitos,etc.

Tanto los cultivos como 1las suspensiones celulares represen—
tan un buen instrumento de estudio,con las ventajas de.que
no intervienen para nada 1os impulsos nerviosos y no hay cam
bios en la accidn bioldégica del compuesto vue se estd valo-
rando,provocados gor mecani-mos de excrecidn 4 de otra {ndo.
le,como puede suceder al emplear animales com.letos u érga-

nos aislados.Ademds representan un libre acceso al compuesto



con una poblacidn igual en un medio gue puede ser variado en
forma controlasdu,no =on :istemas complejos y llegan a ser de
fdcil manejo{5,.Estos sistemas celulares pueden ser de célg
las procaribtes 4 eucaribtes segin las necesidades,ambos en
sayos gse realizan en condiciones 35 x&zzg al igual que las
de drgano aislado.

Profundizando mds en este grupo de .pruebas se puede mencio~
nar gue un cultivo primario no puede ser considerado como
repre.entativo del tejido original,peroc adn as{ su multiplé
cacién celular no es limitada,con excepcidn de las células
humanas normales cue limitan su multiplicacién celular;sdlo
las de ratdén y otras especies soportan multiplicarse por

tiempo indefinido in vitro,

Los cultivos se obtienen formando monocapags de células,cone
tiguas al sustrato =6lido & se forman suspensiones celulares
en un medio 1fquidojel medio puede contener minerales,vita~
minas,glucosa,aminodcidos,suero,ete.,segin 1los reguerimien~

tos 'y es susceptible de cambio,

dchindler(5),dice que para determinar mimerc y multiplica-

cidn celular se recurre & métodos microscépicos 4§ dispositi



vos electrénicos,midiendo inclusive componentes celulares es-

pec{ficos como DNi,

Ademds en la valoracién del dafio celular provocado por 1los
agentes farmacoldgicos se opta por métodos en 10s cuales se

determina viabilidad celular,

Otras ventajes que representan estos métodos;es el incremen-—
t0 de la reproducibilided experimental por la posibilidad de
congelar las células viables por periédos prolongados de tieg
po sin que sufran ceambios en sus caracter{sticas celulares

ya cue el peligro de infeccidn eﬁ los cultivos por virus u
otros microorganismos es préciicamente nulo,y la homogeneidad
de sus respue=tas a los agentes farmacold; icos aumenta por el
uso destécnicas sincrinizadas gue valoran la actividad de 1los
agentes cudndo las células se encuentran en una fase especi-
fica del ciclo celular, Por otra parte,la utilidad de los cu}
tivos para el cernimiento de fédrmacos se ve limitada y tienen
que ser usados solamente para un cernimienio primario con el
fin de detectar compuestos con pdsible actividad bioldgica.
Este tipo de técnicas nos puede llevar a obtener "falsos po-

sitivos" y "falsos negativos",loc primeros :son reconocidos

10



en un segundo sistema de prueova,como transplantes de tumores
en animales de experimentacidn y los negativos san desecha-
dos por estudios subsecuentes,pero siempre y cuando los cu%
tivos hayan sido usados durante el cernimiento primerioc, Para
propdsitos méds especfficos los cultivos de células son de
velor considerablejcomo en el caso de purificacidn de anti-
bidticos con actividad citotdxice,en grupos de compuesios
con estructura cufmica similar;permitiendo la deteccidn del
compuesto mds activo § seleccionar el férmaco m4ds prometedor

para combatir determinado padecimiento.

También son utilizados gara estadblecer y estudiar la relacidn
estructura-getivedad,mecanismo de accidn del férmaca y meca-
nismo de resistencia cue presentan las cédlulas hacia el fdr~

maco(5).

schindler, también manifiesta que debido a la introduccidn
de loz cultivos celulares como métodos de estudio se han he~
cho importantes contribuciones en la farmacologfa de compues
tos activos los cuales de slguna forma medifican log proce~
sos proliferativos a través de su activid:sd biclégica,Asf

los estudios realizados en c.ltives in vitro conducen al me-

11



jor entendimiento de la activided,modo de accifn y mecanis-
mos de ciertos fédrmacos,En comparacidn con pruebas mds Com
plejas,los cultivos ofrecencvarias ventajas,como el libre

acceso del compuesto a las cglulas,poblaciones'celulares ho-
mogéneas con medio ambiente estrictamente contrslado gue pue

de ser variada.

Como ejemplo de estas técnicas existe un bloensayo de cito-
toxicidad en células de Leucemia L 1210 en el cual se prueba
la toxicidad de 14 clases de etildsteres de 4cidos alcanosul
fénico,isotibnico, trifluorometanosulfénico y trifluoroetanc-
sulfdnico,determinando su actxvidad sobre las células por
med1o del método de viabilidad celular con azul tripan,los
resultados obtenidos se refieren a la concentracidn uue se
necesita para obtener una reduccidn sn la concentracién ce-
lular en un 50%;el ensayo se realiza en cflulas de mamifero

determinando el agente mds activo(6).

Zn otro ejemple Cheng J. T. y col.(7),realizan una investi-
gacién acerca del efecto del dcido ascdérbico sobre el creci
miento celular colocando a 1os cultivos celulares dentro de

tres grupos,uno con la cantidad deseada de dcido ascdrbico,

12



otro tratado con agua de relativa acidéz y el dltimo adicio-
nando un volumen de a,ua destilada como control;determinando
el nimero de células viables para construir curvas de creci-
miento empleands también el mftodo de viabilidad celular con
azul tripan.En el medio ue contiene al dcido,el crecimiento
celular se inhibe marcadarente y en el medio con agua relaté
vamente 4cida el crecimiento se ve un poco reducido.El 4cide
l-ascérbico es un agente reductor cufmicamente activo y su

actividad antioxidante es responcable de la inhibicién del

crecimiento de las células en grandes concentraciones,

Taylor P. G, y c0l.{8),empleando también este tigo de técni-
cas valoran la actividad del nierro sobre células del siste-
ma inmune,midiendo la respuecta de los linfocitos hacia el

mitégeno en ausencia 4§ prezencia del hierro determinando la

viabilidad celular con el método de exclucidn de azul tripan,

El grado de asociacién que hay entre la activided gue experi
mentalmente,presentan los cultivos celulares,los cultivos de
tejidos y la experimentacidn en tumores;d4 la pauta para em-
plear a los segundo: en cernimientos de cuimioterapedticos

provenientes de productos naturzles,sin embargo existe duda

13



acerca de su utilidad como bioensayo pare la purificacidn de
estos mismos compuestos.Toplin I,(9),presenta una invectiga-
cién con sistemas conformados con cultivos de tejidos,consi-
derando su papel en el cernimiento primario de la deteccidn
de agentes antitumorales y su utilidad como método de bioen-
sayo.Este investigador determina el punto final citotéxico

§ la dilucién mdxima cue causa citotoxidad en forma signifi-
cativa y punto final letal 4 méxima dilucisn gque causa des-
truccibn completa en el cultivo,Entre sus resultados se infos
ma que existe correlacién entre la actividad de los compues-
tos sobre el tejido cultivado y sobre el tumor;dicha correlg
cidén no es perfecte por gue hay éompuestos activos en culti-
vos de tejidos Gue son inactivos contrs tumores de animales
en formae experimental,y compuestos activos para uno 4 mds sig

temas de tumores que son inactivos en cultivos celulares,

En cuanto & las suspensiones celulares,podemos mencionar Gue
estas son usadas también en una amplia gema de estudios Gue
pueden incluir valoracién de actividad biolégice de compues-
como trombina(10) 6 como biotinidasa(ll).Zn ambos casos se em
plea sangre “humana,de la cufl se forman las suspensiones ce-

lulares, Otra forma de empleo de estos métodos es la investi-

14



gacidén de compuestos .ue pre.entan alguna actividad ¥til co-
mo en el caso de cozpuestos hemolfticos gue son de gran ime
portancia en estudios farmaecedticos,Matsuzaki K. y col.(12),
estudia compuestos de tipo lisofosfolfpidos por hemblisis ce
lular,considerando que ésta se lleva a cabo en dos pasos;
l)el compuesto actda con la hemoliszina de la menbrana y 2)
como resultado de lo anterior se presenta una alteracidn en

dicha menbrana.

Igualmente Jukna J. J. y Nicholson C. D.{(13),estudiarén por
medio de suspensiones celulares,la accién de una nueva aqui}
xantina cue presenta efectos sobre la viscosidad de la san-~
gre y sobre la filtrabilidad de susgsensiones celulares san-
gulneas ,efectuando una camparacidn con otro compuesto del
mismo tipo pero con efectos conocidos(pentoxifilina);este
nuevo compuesto se empieza a desarrcllar para el tratamiento
de oclusidén arterisl vascular que se puede corregir reduciée
do la viscosidad sangufinea y aumentando la deformabilidad de
las células,Para esta prueba se empled sangre de rata adicio
nada del compuesto a probar;para la filtrabilidad se reguirid
de suspensiones de eritrocitos y leucocitos.Tanto el compues

to nuevo como la pentoxifilina reducen ia viscosidad de la

15



sangre,aungue el compuesto nuevo es mds patente.

Tanto los cultivos como las suspensiones celulares represen-
tan un buen instrumento de estudic debido a que,como se men-
ciond anteriormente no intervienen impulsos nerviosos,no hay
cambios en la amccidn bioldégica del compuesto que se estd es-
tudiando,presentan un libre acceso para el compuesto,permiten
una poblacién celular homogénea y el uso de medios variables
en forma controlada,n> son sistemas complejos y se realizan

in vitro(5).

En este grupo de Cultivos Celulares,incluimos un mé&todo aue
se realiza en células de papajespecificamente sobre discos
de papa,en los cuales se desarrollan. tumores producidos por

la accidén de una bacteria{Agrobacterium tumefaciens),para

determinar 1la actividad antitumoral de extractos de origen
natural(14).la clasificacidén dentro de este grupo es debida
& que el medio de experimentacién es un cultivo de células,
sin importar que estas no cean de origen animal,Este método
se realiza tomando en cuenta Cue la bacteria Agrobacterium
tumefaciens,induce en plantas y vegetales dafio neopldsico

conocido come “corona de hiel”{15){1&);este mal sigue un me-

16



canismo de tumorogénesis y tanto en plantas como animales
tienen en comdn la incorporacién a la célula de dcidos nu-
cléicos extrafios{17).Por esta razén se puede anticipar que
algunos compuestos con actividad antitumoral inhiben la ini-
ciacién y desarrollo del twmor en los sistemas tanto animales

como vegetales,

En 1977,el desarrcllo de tumores sobre discos de papa(ﬁg}g—
num tuberosum E)se propuso como un sistema ideal para la in-
vestigacién en el drea del céncer{18) y Galky y col.(19)},
combinarén estas ideas y demostrarén nue la inhiticidn del
tumor sobre el disco de papa tiene un paralelismo con un en-
sayo antitumor llevado a cabo con ratones leucémicos(iﬂ 1232)

probando compuestos y extractos naturales,

2,2,3).~0tros Ensayos

Existen otra clase de pruebas en las ‘ue se utilizan animales
inferiores Integros que no presentan 1o0s problemas de manejo
de un animal de tamafio mayor 6 comin,zor el tipo de material
cue emplean pueden clasificarse como pruebas Eﬂ 2312 peroc la
metodologfa de la técnica hace cue se clasificuen dentro de

las pruebas in vitrojen ellas se valora la actividad bioldgi

17



ca de agentes quimicos .Dentro de este grupo de ensayos se

situa el realizado con Artemia salina Leach,pecuefio crusté-

ceo de fdcil acceso{20).

2.2.4).-M&todos kicrobiocldégicos
Bn el presente trabajo se incluyen también técnicas de tipo

microbiolégico,empleando especificamente hongos,.

Ia Microbiologf{a es el estudio de los microorganismas y sus
actividades,forma,estructura,reproduccién,fisiologfa y meta-
bolismo;su distribucién en la naturaleza,su relacidn con
otros seres,sus efectos tanto bénéficos comeo perjudiciales
que ejercen sobre el hombre y las alteraciones fisicas y qu{

mices que llegan a provocar en ese medio ambiente(21),

La mayorfa de las veces la microbiologfia estudia a los orga
nismos microscépicos unicelulares en los cuales todos los

procesos vitales se realizan en una célula,Estos microorga-
nismos poseen caracteristicas cue los hacen sujetos ideales
para le investigacién de procesos bioldgicos;se pueden cul-
tivar cémodamente en tubos de ensayo,zatraces &8 cajas petri,

ocupando menos espacio y necesitando menos cuidados ~ue los

18



animales de mayor tamafio.Ademds se desarrollan répidc y se re-
producen a uns velocidad muy alta(algunas especies alcanzan
100 generaciones en 24 horas)y sus procesos metabdlicos se
rigen con las mismas normas cue en los animales superiores

¥y plantas,

Los microorgenismos presentan susceptibilidad hacie los an-
tibidticos y mgentes quimioterapedticos;esta susceptibilidad
y la potenciz de los antibibticos se determinan por medio de
métodos bioldgicos 6 espec{ficemente microbiolégicos.En el
caso de la susceptibilidad se emslea la técnica de dilucidn
en tubo § la de disc0 en placa;ea la primera se determina la
cantidad minima del agente culmloterapevtico necesario para
inhibir el desarrollo del microorganizmoe in Vvitro,y la téc~-
nica de disco en placa se usa copwnente para la determinacién
de la suscegstibilidad del microorganismo hacia el agente ac-~

tivo.

En la potencia antibidtica se degpuestra la capecidad del an-
tipidtico para metar & inhibir el desarrollo microbiano,esta
vOtencia se expresz en micrsor.anismos § unidades determina-

das,a partir de la comparacidn de la acciln z2ntibifdtica en un
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microorganismo de prueba,cue causa el compuesto ue s& prue
bajcon la ue ocasiona una preparaciénestédndar del mismo

coxzpuesto(2l).

Las técnicas bioautogrdficas se clasilican dentro de este
grupo,ayudando & detectar comiuecto:z con actividad antifdng}
ca y antibacteriana mediante el emoleo de placas para cromatg
graffa en capa fina,este método e considera aceptable por
su alta sensitividad,Ademds de permitir detectar la actividad
antibidtica de compuestos puros ~ue e encueniran en mezclas

comglejas,

romans A, L. y Fuchs 4A,(z2),realizan esta técnica rociando
las placas con una Su-pensidn de esporas de Cladosporium
cucumerinum visualizando con anterioridad los sitios de ab-
sorcién del compuesto con luz U.V,.Lazarovits G. y col,.(23),
utilizan también una técnica :emejante con especies de EEES’
micetos,sdlo cue en esiz técnica 1os sitios de absorcidén
fuerén visualizados por imersidn de las placas cromatogréfi-

cas en una suspensidn de carbén de agua.

reterson A, C, y Zdgington L. V.(24),han ezpleado la misma
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técnica aunjue rociando las placas con una mezcla de a.ar y
esporas de Zenicillium ig.relacionando el didmetro de la zo-
na de inhibicidn del crecimiento del hongo con la cantidad de
compuesto antifingico;el método es como en los otros casos
sensible y capez de detectar cantidades de compuesto activo
menores a 0.05 ug,ademds es diéz veces mds sensible para de-

tectar compuestos activos ¢ue cuando se usa luz U.V,.

2.3).~Clasificacién de Kétodos de Cernimiento

Con el objeto de situar los métodos que se han seleccionado,

a continuacién se d4€ una clasificacidn de las pruebas biolé-

gicas méds usuales,la clasificacidn toma en cuenta las condi-

ciones en que se efectdan las pruebas de acuerdo con los objE
tivos gque se persiguen;jatin cuando pueden realizarse diversas

clasificaciones,la cue se presenta acuf a manera de sugeren-

cia,es una clasificecién aerbitraria que permite ubicar los

ensayos cue se realizarén experimentalmente en este trabajo.

En esta clasificacidén se hace primero una separacién entre
las pruebas in vivo de 1l&s grucbas in vitroj;del primer grupo
surgen las pruebas e:. animal comgleto,y se pueden realizar

con una evaluaciln sobre un sicstema orgdnico fisiolégico
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completo o parte de 41,esta evaluacidn puede ser de activi
dad bioldégica,de comportamiento y de toxicidad sin olvidar
que estas pruebas llegan a presentar uns metodologia complg

Jjae

Dentro de les prucbas ﬂx ;"it_‘l’ se encuentran las pruebas en
érgano aislado,suspensiones celulares § cultivos celulares
con sus opciones en células eucaridtes y procaridtes,Acuf
también. se Bituan aquellas pruebas que se realizan en tmimg
les completos;pero due por su manipulacidén y el tamafio de los
orgenismos empleados son considerados como sujetos de prue-
bas i:_: m.'dstas pruebas se mer'nciona.n como "Otros ensayos"

en este punto tarbidn se incluyen las pruebas microbiolégicas,

Algunas de estas pruebas son clasificadas clésicamente como
Pruebas Farmacolégicas,las cuales son de gran utilidad para
valorar la actividad 'biolégica de un determinado compuesto

sin importar su procedencia,sea natural 4 sintética.Ayudando
as{ a que la terapedtica farmacoldégica pueda transformar una

enfermedad fatal en s810o una inconveniencia de la vida(2)}.
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Clasificacidn de Pruebas Bioldgicas

de acuerdo & la técnica empleads

-evaluacién en
sist. orgédnicos

-comportemiento
in vivo -anima) completo
-de toxicidad

PRUEBAS BIOLOGICAS

-cultivos celulares
é

~suspensiones celulares
in vitro
_—

-4rgano aislado

-"0tros ensayos"(prueba con
Artemia salina L.)

-métodos microbiolégicos
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3,1).~Bicensayo con Artemia =alina L.{20)

MATERIAL BIOLOGICO

huevecilloe de Artemia salina Leach(Brine Shrimp Eggs
Carolina Biological Supply Company)

GOMPUESTOS PARA PRUEBA

extracto de Nectamdre salicifolia{fraccién metandlica)

carbamacepina
dicloroisogproterenol
teofilina

reserpina
clorpropamida

lactosa

NATERIAL

lémpara

charolas de pldstico acondicionada como criadero de los
crustéceos

frascos viales de 10 ml
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desecador

pipetas graduadas de 10 y 15 ml
pipetas pasteur

caja petri

matraces aforados de 5 y 10 =l
metanol

agua destilads

levadura para panificacidn

sales paras preparar agua de mar{Ocean Instanda.Aquarium
Systems)

PRESARACION DZ SOLUCIOQNES
hgua salina;pesar 3Eg de sales por cada litro de agua desti-

l.da,filtrando la solucidn antes de su uso.

PRECARACION DE MUESTRAS

Se pesen S0mg de cada compuesto y se disuelven en Sml de
metanol u otro disolvente que disuelva perfectamente las
ruestras,esta solucidn es denominada solucidn A con una con-
centracidn de 10mg/ml;de la solucidén A se tommn 0.5ml y se
aforen también con 10ml de metanol(solucién B con una con-

cntracién de 0.5mg/ml).De estas soluciones A y B se toman
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los siguientes volumenes para transferirse en los frascos
viales;10ul de A Que corresponden a 100Qug/ml,100ul de la
solucién B que corresponden a 10 ug/ml y 500ul de solucidén
A que corresponden a la concentracidén de 1000ug/ml,una vez
que se encuentren en los viales,estos se introducen en un
desecador conectado al vacio,con el objeto de evaporar las
soluciones,Para cada concentracién cue se trabaja se prepara
un controljel cufl consiste en los mismos volumenes Qque se
manejen de las soluciones A y B;pero agquf es sblo metanol,
Cada nivel de dosis se realiza tres veces para cada muestra
Gue se prueba,haciéndo por triplicedo el experimento(nueve

repeticiones para cada compuesto),.

PRZPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Los huevecillos de Artemia salina_g. se colocan en una chazg
la cue contiene el agua de mar artificial preparada como se
indica con anterioridadjel recipiente est4 provisto de un
divisor,de tal forma que se cuente con dos compartimientos
comunicados entre s{ por uno 4 varios orificios esparciendo
los huevecillos en uno de los compartimientos y cubriendolo,
sobre el otro se coloca una lémpara con luz directa(70 watts

de luz tipo reflector a una distancia aproximada de 30cm)lo
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que permite que las larvas de los huevecillos al nacer emi-
gren hacia el compartimiento iluminedo,ya cue tienen fototro
pismo positivo,Esto sucede en las condiciones experimentales

en un lapso de 72 horas,

PROCEDIMIENTO(Tabla 3.2)

A los frascos viales se les agrega 5ml de s2gua salina a cada
uno,Cuando se cumple el tieﬁpo de incubacidn de las larvas
se colocan 10 larvas en cada frasco vial que contiene ya a
la muestra evaporada;esta operacién se realiza con la ayuda
de una pipeta pasteur contando el nimero indicado de larvas
bajo la luz.Una vez hecho esto se acomodan todos los frascos
bajo la luz y se le agraga a cada uno 2 gotas de una solu-
cién de levadura como alimento para las larvas,Transcurridas
24 horas,se procede a contar el nimero de larvas que purie-
rén;para lo cufl se vacia el contenido de cada frasco en lg
mitad de una caja petri,contando las larvas bajo la luz y
utilizando un fondo obscure para facilitar el conteo,Esta
operacién se efectda por separado para cada frasco vial.Se

elaboran dos experimentos en dfas distintos.

we determina el porcentaje de muertes en cada concentracién
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¥ en su respectivo control,considerando gue s{ se presentan
muertes en éste,el dato se corrige utilizando la siguiente

férpula:

( { pruebas-control)

Fauertes= Control

)x 100

Por itimo se determinan las 1.')L5 con un programa basado en

]
andlisis de Probits de Finney(25)para datos cuantales,dise-
#ado en la Universidad de Purdue(West Lafayette In.).lLos
resultados se obtienen en una computadora Hewleet Packard

mod.9133 y se recopilan de acuerdo con el siguiente formato,
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Registro:

PRACCION: Lactosa PECHA:19/1/1990

DISOLVENTE:metanol
ppa 1000 100 10
24 horas
Ho, muertes 4 2 s}
4
5 2 0
suma 13 6 ¢}
% Kuertes 43,33 20,0 ©

DLEO 11308,312 ug/ml

Tabla No.3.1 Formato para recopilacién de resultados,
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EXTRACTO o COXPUESTO(50mg)

disolver con metanol (5 y 10 ml)

EXTRACTO DISUBLTO A CONC, CONOCIDA (10 y 0.5 mg/ml)

sacar al vacio

EXTRACTO SECO (disolvente evaporado)

: HUEVEC ILLOS
agregar 5 ml de agua salina (4. salina L.)
} ~agua
SOLUEION DEL EXTRAGTO(conc. de 10,100 y salina
1000 ug/ml) -luz
10 larves/vial ~t=72 h.
—» LARVAS

VIALES CON EXTRACTO y LARVAS

iluminacidn por
24 horas

No. DE SOBREVIVIENTES

andlisis de resultados
{ Probits)

DL.. DE CADA COMPUESTO y EXTRACTO

50

Tabla No.3.2 Kétodo para prueba con _A{t_ggy_a salig_a _I_‘..Diagrg

ma de procedimiento.
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3.2).~Ensayo en Disco de Papa para la Evaluacién de la
Accibn intitumoral{l4)

MATERIAL BIOLOGICO

cepa de Agrobacterium tumefaciens

EXTRACTOS A PROBAR

Aristolochig grandiflora(fraccidn hexdnica)

Aristolochia taliscana(fraccidn diclorometano)

Aristolothia grandiflors(fraccidén etandlica)

Nectandra salicifolia({fraccién acetato de etilo)

Nectandra salicifolin({fraccién etanélica)

MATERIAL

sacabocaedos

cortador metdlico{cutter)

cajas petri desechables

tu;os de ensé.yo(lleSO)

pipetas graduamdes de 1 y 2 ml
filtro millipore(0.22 um)
solucién de hipoclorito de sodio

etanol

agua destilada estéril
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dimetilsulféxido

solucién de Lugol

agar

‘sacarosa

levadura

caldo nutritivo

papa roja

pinzas millipore

matraz erlenmeyer de 1000 ml

pipetas pasteur

BRUIPO

campana de flujo laminar
autoclave

horno

equipo millipore

PREPARACION DE MEDIOS

Caldo Nutritivo:
Pesar 0.5g de peptons,0,3g de extracto de carne disolviendo

en 100ml de agua y esterilizar,
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Agar:
Pesar 1.5¢ de agar para 100ml de agua,esterilizar y llenar

cajas,

Medio nutritivo para Agrobacterium tumefaciens:

Pegsar 0.8g de caldo nutritivo,0.5g de sacarosa,0.lg de extrac

to de levadura para 100ml de agus,esterilizando.

PREPARACION DE MUESTRAS

Se disuelven 8mg de cada compuesto en 2ml de dimetilsulféxi-
do filtrado en equipo millipore,se toman 0,5m1 de esta solu-
cién més 1.5m1 de agua destilada estéril y E.Omi de solu-

cién de cultivo de Agrobacterium tumefaciens.lLos controles

se preparan con 0.5ml de dimetilsulfdxido mds 1.5m1 de agua

¥y 2.0ml de solucidn de cultivo,

PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.Cultivo de A. tumefaciens:

Consiste en obtener subcultivos de Agrobacterium tumefaciens

de 48 horas haciendo una resiembra de esta bacteria en un
tubo con 10ml del medio nutritivo para el desarrollo de la
bacteria,una vez hecha la siembra,el tubo se incuba a 28°C.

Las cajas petri con el agar se colocan en el refrigerador
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hasts su-uso.

PROCEDIMIRNTO(Tabla 3.3)

Wo se cunplen las 48 horss de incubacién de la bacteria
8o realiza el siguiente paso de la técnica,que consiste en el
corte y obtencién de los discos de papa as{ como la inocula~
ciém de estos con los extractos y la bacteria;y por dltimo
su incubacién,Primero la papa se sumerge en hipoclorito de
sodio comercial{cloralex)durante 30 minutos com el fin de
aseptirar 1a papa,despuds se le introduce sl sacabocados para
obtener un cilindro del cufl se obtienen los discos;tomando
el cilindro con unas pinzas a la vez de ir cortando un sege-
mento de C.5cn ;le ancho aproximadamente,con un cortador me~
tflico(cutter).Tanto el sacabocados como el cortador metﬁi—
co se aseptizan con etanocl pasados por la flame del mechero.
Todas las operaciones anteriores se realizan empleando guan-

tes estériles{guantes comerciales para cirugfa),

los discos de papa se colocan,tomandolos con unas pinzas
aseptizades,en las cajas petri cue contienen ya el agar so-
lidificado(9 discos por cajaly & cada disco se le adiciona

una gota del extracto adicionado con la bacteria.Se elaboran
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c:l.hco,ca;ias por cada extracto que se prueba con su respecti-
vo control.zl control consiste en adicionar a los discos de
papa una gota de una solucibn compuesta de DESO,agus desti~
lada estdri) y cultivo de la bacteria(de 48 horas).las cajes
con los discos se incuban a temperatura ambiente dentro de
una gaveta durante 12 dfas,despufs de los cuales se procede
& leer resultados contando los tumores desarrollados en cada
disco,con la myuda de una lupsjconfirmando después la presen
cia &e £8%08 con una solucidn reveladora de Lugol.Se reali~

zan dos experimentos en distintos dfass,

Cabe sefialar gque todo el material empleado en la técnica se
esterilize antes y despuée de utilizarlo;y el procedimiento
en su mayor parte se realiza en campana de flujo laminar

(condiciones estériles).
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AGAR (1.5g) PAPA ROJA (1 6 2)

-~so0l, de hipoclorito
de sodio
agua dest,
{100m1) ~t=30 min,
\
AGAR DISUZLTO (1.5%) 24P ASEPTIZADA
~autoclave sacebocados
rt=15 zin, \
AGAR ESTERIL CILINDRO DB 2PaPA
EXTRACTO(Bmg)
cajas petri cortador -DESO
(2m})
LLENAR CAJAS (20ml/caja)
ISCO5 DE PAPA ZXTRACTO
5 cajss/extracto DISUBLTO(O(.)B;&)BM)
CAJAS CON AGAR ——rr—r———rs 50 (1.
J cultivo de
ct . MEBw
CAJAS CON DISCOS °a(2§f?“
»ene (5 discos/caja) -t
e AL AACTO CON
Agroboctrriua 1. - BACIERIA
(cena inicinl)
-t=42 =z, oI3C05 INOCULADOS
~i=2273 t=12 dfas
~zgdin de -Temp. amb.
culsivo CONTAR TUXORES
CULIIVC D2 Lo {en cada caja)
EXUIOVRERER IR L W
OBTENRZR MORCEhIAT L

53 LIHIBICION/CATA

Tabla No,3.3 Ensayoc en disco de papa.Seguimiento de la té&cnica.
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3.3).-Método Bioautogrdfico para valorar Actividad
Antibacteriana & Antifiingica(24)

EATZRIAL BIJLOGICO
cepas de:Candida 2lbicans
Aspergillus niger

Pusariun 8p

CO¥PUESTO5 A PROBAR
Dioscorea mexicana({glucdsidos totales)

Dioscorea composita{glucésidos totales)

Dioscorea mexicana{fraccién de glucédsidos furostdnicos)
Acido 4'-metoxi-~5-Cl-di-fenil-amino carboxilico
griseofulvina(estdndar positivo)

nistatina({estédndar positivo)

MATZRIAL

placas para cromatograffa en capa fina{DC-Alufoliem,
Kieselgel 60 P254 +MERCK)

capilares

cdmaras para cromatograffia

placa excavada

cajas petri desechables
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pinras millipore

matraces erlenmeyer de 500 ml
cloroformo

metanol

etanol

agar saboureaud

asa micolégica

BRUIPO
campana de flujo laminar
autoclave

horno

PREPARACION DE MEDIOS

Agar Saboureaud:

Pesar 65g de agar sabouresud para 1000ml de agus destilada

y esterilizar.

PREPARACION DE MUZ>TRAS

Los compuestos se disuelven con anterioridad a su aplicacién

en un sistema de disolventes adecuads(cloroformo-metanol
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60/40)para Dioscorea mexicana(glucésidos totales) y para la
fraccidn de forostanoles,tanto el Acido 4'-metoxi~5-Cl-dife-

nil-amino carboxflico como la Dioscorea composita(glucésidos

totales) y los estdndares se disuelven en cloroformo sola-

mente,

PREPARACION DE LAS PLACAS

Primero se cortan las placas para cromatografia en caps fina
(de hoja de aluminio)de un tamasio de 4.5x6.0cm,de tal forma
que se puedan correr en la misma placa el estédndar positivo,
el extracto a probar y el control;despuds de aplicar las so-
luciones de las sustancias anteriores,las placas se corren
en el sistema cloroformo-metanol;40-60 para Dioscorea Efﬁf“
Eggg(glucdsidos totales)y la fraccidn de furostanoles,y 80-20
para el dcido 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carboxflico y

Dioscorea composita(glucdsidos totales),la griseofulvina y

la nistatina eluyen indistintamente en ambos sistemas, Poste-
riormente las placas se revelan con luz U.V.,marcando el si-
ti0 en gue corre cada componente,por la parte posterior de

la placa.En el caso de las placas de Dioscorea mexicana{gliu-

césidos totales)y la fraccidn de furostanoles,se elaboran

placas patrén las cuales se rocfan antes de revelarlas con
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la luz 0,V, con 4cido sulfdérico 5 N,este tipo de revelado se
realiza con el objeto de ubicar el sitio donde eluye el com-
puesto en la placa y as{ poder detectar el sitio de la posi-
ble inhibicién fdngica en la place problema.Se realizan tres
placas por cada compuesto que Se prueba,con tres cajas para

cada placa.

PREPARACION DEL MATERIAL BIQLOGICO

Se colocan 250ml de agar saboureaud ya disuelto en aguajen un
matraz y se esteriliza,cuando esté a una temperatura adecua-
da(35°C aproximadamente)se adicionan cantidades adecuadas
(una asada)de las esporas del hongo con la ayuda de uns asa
micolégicajse agita suavemente esta suspensién.Esto se hace

con cada cepa de hongos(tres cepas),

PROCEDIMIENTO(Tabla 3.4)

Las placas se colocan en las cajas petri(una placa por caja)
¥ 8e agrega sobre ellas la suspensidén de agar(a una tempera-
tura tal que sea aceptable para la piel de la palma de la
mano)con las esporas del hongo a manera de formar una capa
delgada sobre la placa.Se deja solidificar el agar y las ca-

jas se incuban a 28°C en ambiente himedo por un tiempo de
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3 8 4 dfas(se elaboran tres cajas para cada cepa emplesda).
Después de este tiempo se leen resultados midiendo el didme~
tro del halo de inhibicidn del crecimiento del hongo,Aquf

también se hacen dog experimentos en diferentes dfas,

Con el fin de extragolar los resultados que se obtienen,se
conatruyen curvas patrén de inhibicidén con concentraciones
conocidas;haciendo una curva para cads compuesto incluyendo
a 1os estdndares.Como se ha mencionado con anterioridad todo
el procedimiento se realiza por triplicado y en condicionea
estériles,el material usadc tambidn se esteriliza antes y

después de su uso,
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AGAR SABOUREAUD(65g)
~agua dest. (1000m1)

SOLUCION DE AGAR
SABOUREAUD

~t=15 min.

~-autoclave
AGAR ESTERIL

~cantidades

de la cepa empleadn

apropiadas{una asada)

EXTRACTOS Y ESTAKDARES
-CH013/0H30H(60/40)
-CHCIB(clorofomo)

EXTRACTOS Y ESTANDARES
DISUELTO3

~placas de hoja de
aluminio para
cromatografia

LAS PLACAS
~GHCL ,/GH .~ 0H(40/60)

APLICAR EN

~CHC1 3/CH3- 0K({80/20)

CORBER PLACAS(3 placas/extracto)

-revelar con luz
U.v.

COLOCAR PLACAS EN CAJAS
PETRI(1 placa/caja)

SUSPENSION EICOLOG ICA et

CAJAS CON PLACAS

CUBIERTAS CON AGAR
(3 cajas/cepa)

~t=3 a 4 dias
~Temp. ambiente

MEDIR HALOS DE INHIBICION

EXTRAPOLAR RESULTADOS EN
CURVAS ESTANDAR

OZTENCION DE QOHCENTRACION
DEL COMPUESTO ACTIVO

Tabla No,3.4 Método Autobiogréfico.Desarrollc de la técnica.
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3.,4).-Viabilidad en Células Epiteliamles;Método de Exclusién
con azul tripan(26)

BATERIAL BIOLOGICO

linfocitos humanos

COMPUEITOS A PROBAR

Aristolochia grandiflora(fraccién hexdnica)

Aristolochia grandiflora(fraccién etanélica)

Dioscorea mexicena(glucésidos totales)

Dioscorea composita(glucdsidos totales)

metotrexato(estdndar positivo)

MATERIAL

desecador

frascos viales

micropipetas de 50'y 200 w1
cdmaras de Newbauer

vasos de precipitados de 150 ml
pipeta volumétrica de 1 ml

solucién salina isoténica
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ERUIPO
microscopio

contador de células

PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién Salina Isoténica:
Pesar 0.85g de cloruro de sodio{NaCl)y disolver en 100ml de

agua destilada.

Solucién de Azul Tripan:
Pesar 0.1g de azul tripan y disolver en 100ml de solucidén

buffer de fosfatos,

Solucidén Buffer de Fosfatos:
Pesar 1,3661g de HHQPO4 4 NaHzPo4 y se aforan a 50ml con
agus destilada,ajustando el pH a 7.2;para lo éuél se adicio~

na 34.7ml1 de NaOH 1N llevando a un volumen total de 200ml.
PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Se pesan 50mg del extracto 6 compuesto y se disuelven § sus-

penden en 5zl de solucidn salina isotdénica(socl. A conc. 10mg/ml).
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De esta solucidn se toman 0.5m1 y se llevan a 10ml con la
misma so0lucidn salina(sol.B conc.0.-5mg/ml),poateriormente se
toman cantidades adecuadas de estas solucicones para tener
tres concentraciones diferentes(1000,100 y 10 ug/ml)tomando
100 y 10ul de A y 20ul de B;se colocan en loz frascos viales
(3 frascos/cada concentracién,con nueve repeticiones en cada
compuesto)con 8u respectivo control cue consta de solucidn
salina isoténica,Los viales se meten en un desecador hasta sSu

evagoracidn total.(segdn B. N, Meyer et., al.,20).

PREPARACION DEL MATERIAL BIiOLOGICO
frimeramente se toma la muestra de sangre hurana de volunta-
v
rios sanos;esta ruestra Se recolecta en un tubtdo cue contenga
un anticoagulante,por ejemplo heparina,Después se diluye la
sangre con una solucidn buffer salino de fosfatos y se mezcla,
estratificendo sobre Picoll{27)(z8);es decir la sangre ya di-
lufda se incorpora sobre ua empague de Ficoll con el fin de
hacer una separacién de todas las células contenidas en la
sangre,y as{ goder obtener los linfocitos aislados del resto
de las células,una vez hecho esto se centrifuga y se recupe-
ran los linfocitos de la interfase,en el tubo donde se hizo

la separacién celular;los linfocitos se lavan y se centrifu-
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gan nuevemente con buffer salino para por dltimo resuspender
en solucién salina 1sotédnica y de estz forma disponer ya de
las células para el ensayo.Cabe aclarar que esta parte de la
técnica no se realizé,debido a que el ensayo se empezd a par-
%ir de la suspensidén de los linfocitos ya separados como se

menciond con snterioridad.

PROCEDIXIENTO(Tabla 3.5)

e adicionan alicuotas de 1lml de células suspendidas en Solu-
cién salina isotdénica a cada frasco vial con intervalos de

3 8 5 minutos entre cada vial,transcurridos 10 minutos se
toza un volumen de 200ul de suspensidn celular el cudl se 20
ne en contacto con un volumen de 10Oul de colorante azul tri-
pan,después se toman 200ul de esta mezcla y sSe colocan en la
cdmara de Newbauer para proceder a contar el ndmero de célu-
las vivas y muertas,con le ayuda del microscoplo enfocado a
40x y contando s6lo las célulaes que se encuentran en los cua
tro cuadrantes externos de la cdmara;empleando un contador
de células manual para facilitar esta operacidén,Teniendo co-
nocimiento que las células muertas presentan una colorecisn
azul y las vivas no presentan coloracidn alguna;esto Se hace

con cada frasco viml en cada compuesto jue Se prueba,También
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se elabora un control al inicio de cada experimento(dos expe-
rimentos en distintos dfas),el cufl consiste en poner en con-
tacto & las células solamente con el colorante y contar les

que es8tén muertas para saber con gque poblacién de células no
viables se inicia,adn cuando estas no han estado en contacto

con ninglin compuesto téxico a ellas,

Los resultados finales se reportan como % de muerte celular
en cada nivel de dosis,poniendc interés en aquella que capuse
el 50% de muertes en la poblacién celular;empleando el por-
centaje de células muertas del control,como factor de co -

rreccidn,
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MUESTRA DE SANGRE + ANTICOAGULANTZ

DILUIR CON BUPPER SALINO(1:2)

~mezZclar

ESTRATIPICAR SOBRE FPICOLL

CENTRIPUGAR(1500 rpm,30 min,)

RECUPERAR LINFOCITQS DE LA INTERFASE

LAVAR Y CENTRIFUGAR(1500 rpm,10 min,)

RESUSPENDER EN SOLUCION SALINA ISOTONICA™®*

TRANSFERIR ALICUOTA DE 1 ml A CADA VIAL
~t=10 wmin.
MEZCLAR 200wl DE SUs?. CELULAR CON 10ul DE AZUL TRIPAN

TOMAR 200ul Y COLOCAR EN CAMARA DE NEWBAUER

LEER RESULTADOS CON MICROSCOPIO(40x) Y CONTADOR DE CELULAS

REPORTAR % DE POBLACION CELULAR NO VIABLE

Tabla Ho.3.3 Desarrollo del procedimiento de Viabilidad Celular
con azul tripan,incluyendo obtencidn de la suspensién celular.

weef, partir de este punto se inicié el ensayo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1) ,~Bioensayc con Artemis 5alina Leach

En general puede decirse que se trate de un método sumamente
sencillo y fdcilmente utilizable con propésitos de cernimieg
to bioldgico preliminar,presentando como dnico inconveniente

una aparente falta de especificidad.

Zn cuanto a los resuliados experimentales sobre materiales

probados;el extracto metanflici de Nectandra salicifolia,

muestra unz toxicidad bastante elevada;lo gue indica la posi
bilidad de aislar de dicho :extracto componentes puros con
actividad biolégica.En cuanto a la elevada toxicidad que pre
sentan los f4rmacos empleados para la prueba,estos estdn de
acuerdo con 108 experimentos Cue demuestran Gue Artemim 88~
1325 es especialmente sensible a sustencias que tengan acti-

vidad sobre sistema nervioso y cue sean liposolubles{29).

En principio todos los compuestos y extracto probados mostra
rén alguna actividad sobre el crustfceo,siendo unos mds acti

vos gue otroes.El extracto de Nectandra salicifolia(fraccién
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metandlica)tiene una activided apreciable y los diversos
f4rmacos empleados para la prueba muestran también actividad,
La lactosa se utilizé en principio camo estédndar negativo,
8in embargo si presenta alguna actividad téxica para las lar
vas de Artemia salina E..DLSO mayor a 1308ug/ml y que para

efectos de este ensayo se conamiderd despreciable.

En forma arbitraria se consider§ como activos a los compues—

to8 que presentan una DL_. menor a 1000ug/ml.los resultados

50
experimentales se encuentran en las tablas No.4.l y 4.2,

50



RESULTADOS EXPERIMENTALES

EXPERIMENTO No,l
% de muertes

a las 24 hrs, (95% intervalo
10 100 1000 de confianza)
COKPUESTO ug/ol uz/ml ug/ml ug/gg
Dicloroiso-
proterenol 23 53 q97 54 ( 27-100 )
20 53 97 60 ( 32-107 )
27 50 93 58 ( 26-114 )
Reserpina 17 47 100 71 ( 39-122 )
10 47 100 76 { 44-130 )
20 47 97 69 ( 36-125 )
Carbamacepina 20 50 87 83 ( 38-172 )
17 50 90 83 ( 42-161 )
23 43 90 81 ( 38-167 )
Cloropropamidae 13 43 97 88 { 50-155 )
10 40 93 113 ( 63-200 )
10 47 97 89 ( 51-152 )
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Nectandra

salicifolia 3 33 100 131 ( 82-205 )
7 40 93 13 { 71-212 )
) 37 100 131 ( 85-206 )
Teofilina 0 23 7 319 {155-697 )
3 33 70 303 (186-530 )
7 27 73 293 (161-684 )

Tabla No.4.1 Determinacién del porcentaje de mortalidad,DLso,e
intervalos de confianza de diversos compuestos,utilizendo

Artemia salina 1.

ZXPERIMENTO No.2

% de muertes )
e las 24 hrs, (95% intervalo

10 100 1000 DI, de confianza)
COMPUESTO wg/ol ug/ml ug/ml  ug/ml
Dicloroiso-.
proterenol 23 - 53 97 54 { 27-100 )
23 57 100 48 ( 24~ 84 )
23 53 93 59 ( 28-113 )
Reserpina 17 47 97 75 - ( 45-133 )
10 47 37 B9 ( 51-152")
17 43 100 76 { 42-121)
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Carbamacepina 17 53 87 84

{ 41~169 )
17 50 90 83 ( 422161 )
23 43 93 75 ( 36-145 )
Cloropropamida 13 43 97 88 { 50-153 )
10 43 93 105 ( 59-187 )
10 47 100 83 ( 99-138 )

Nectandra
salicifolia 3 a3 100 131 ( 82-105 )
3 40 97 123 ( 75~139 )
0 37 37 141 ( 89-228 )
Teofilina 7 23 73 323 (169~750 )
0 23 7 319 (186-590 )
7 33 73 257 (132-590 )

Tabla No.4.2 Determinacién del porcentaje de mortalidad,DLso,e
intervalos de confianza de diversas sustancias,utilizando

Artemia salina L..Experimento No.2,
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Como se mencioné anteriormente se puede observar yue efecti-
vamente el dicloroisoproterenocl es el compuesSto gue presenta

mayor actividad al tener le DL_. de menor magnitud,le siguen

50
reserpina,carbarzacegine,cloropropamida,el extracto de Nectan-
salicifolia,teofilina y por Wltimo lactosa,que presenta una
actividad dade como DL50 mayor a 1000ug/ml.Todos presentan
actividad en los tres niveles de concentracién a excepcibn

de la lactosa para la cufl no hay muerte de los crustdceos,
adn en la concentracidén mé&s baja(lOug/ml).La teofilina y el

extracto de Nectandra sslicifolia presentan también uns baja

mortelidad a dosis de 1lOug/ml.En el caso de Nectandra sali-
cifolia la toxicidad auments con la concentracién,obtenien~
dose finalmente una DL50 baja{l35 ppm)indicando con ello una

actividad relativamente elevada.

Como es de esperarse el nimero de muertes se incrementa pro-
porcionalmente conforme aumenta la concentracién del compues
to activo,.Llos ensayos realizados en diferentes dfas,permiten
agreciar la reproducibilidad del método ya que los resulte-
dos varfan un poco entre s{,Este bicensayo se puede conside.
rar de una reproducibilidad aceptable,basando este criterio

en los intepvalos de confianza obtenidos para cada sustancia
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probade en ambos experimentos,

Zn el método originel el tiempo de incubacién para las larvas
es de 24 horas;en nuestras condiciones se encontrdé que a las
24 horas se producen pocas larvas,por 1o que se modificé el
tiempo de incubacién a 48 horas,paraz poder disponer de lar-
vas en mayor cantidad y de aspecto uniforme.for otro lado
puede emplearse cualguier disolvente para disolver los com-
puestos a ensayar,siempre y cuando sea posible evaporarlo
por completo antes de adicionar las larves;de tal manera que
no afecte la vide de los crustdceos,pars comgrobar lo antes
rior se corre siempre y en forme paralela un blanco con el
disolvente utilizadojen este caso se usé metanol el cudl no

interfirié en los resultados que se obtuvierdén,
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4,2).-Ensayo en Disco de Papa para la Evaluacidn de 1la Accidn
Antitumoral

Como somentaric gemeral del método,puede decirse que se trata
de un método. simple aungue laborioso due se puede realizsr
con un minimo de equipo,y utilizando cantidades minimas de
muestra(Bmg).Esta técnica permite detectar compuestoe § ex-
tractos activos de manera fécil y barata;y las sustencias ac-
tivas pueden eer probades posteriormente con animales de ex—
perimentacién,Como notas adicionales al método debe apuntar-
se lo siguiente:spara facilitar la preparacién de los discos
de papa,al obtener el cilindro del cufl se obtienen los dis-
cos,este debe ser de mayor longiiud gue la papa para lo cudl
se reguiere de un sacabocados apropiado.Y no deben de trans-
currir mds de 30 minutos entre el corte de le papa y la ino-
culacién de los discos de papa con la mezcla de extrecto,

bacteria y disolvente,

Como se menciond en la parte tedrica 1os resultados finales
se reportan en % de inhibicién de los tumores generados por

Agrobacterium tumefaciens sobre tejido de papa;para ello:

1) se cuentan los tumores en cada disco de papa(5 discos en

cada caja)por caja,incluyendo a los contirocles,Reportando el
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ndmero de tumores por disco y por caja con su respectivo
control,

2) se obtiene el promedic del nitmero de tumores tanto de los
discos controles,asf como de los discos de cada extracto que
se prueba para cada caja{5 cajas por extracto mds su respec-
tivo control),

3) por dltimo se calcula el porciento de inhibicién de los
tumores en ceda caja,obteniendose como resultedo final el

promedio de este porcentaje pera cada extracto(5 extractos),

BESULTADOS EXPERIMENTALES

EXPERIKENTO No.1l EXPERINENTO No.2
N. DE TUXORES No. DE TUMORES
D I 5 c 0 D I s ¢ o
CAJA CAJA
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 21 22 20 20 13 b 21 21 18 17 18
2 20 21 20 13 22 2 20 19 18 18 19
3 20 19 13 20 18 3 20 21 20 18 18
4 22 20 19 21 221 4 19 20 18 17 18
5 21 21 22 20 19 5 20 20 19 17 20
COi- 30 29 28 28 29 CON- 29 29 30 28 28
TROL TROL

Tabla No,4.3 limero de tumores por disco y por caja para

Aristolochia taliscana{fraccién de diclorometano).
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EXPZRIMENTO No,1 EXZERIMENTO No,2

No. DE TUNXORES No. DE TUXORES
D I S c 0 D I 3 c 0
Cada CAdx
1 e .3 4 5 1 2 3 4 5
1 21 22 20 21 20 1 20 212 21 20 21
2 20 19 19 13 20 2 20 19 20 13 20
3 20 20 139 21 19 3 20 21 13 20 19
4 20 19 21 19 21 4 20 13 21 260 21
5 20 19 20 13 19 5 20 19 20 19 20
CON~ 30 29 29 28 29 CON- 29 30 29 28 29
TROL TROL

Tabla K0.4.4 Nimero de tumores por disco y por caja correspon-

dientes a Aristolochia grandiflorea(fraccién hexdnica).

EXPERIMENTO Ho.l EXPERIMENTO No.2
No. DE TUMNORES No, DE TUMORES
D 1 E} c 0 D I S c 0
CadA CAJA
1 2 3 4 5 1 2 3 4 8

1 20 21 20 22 23 1 21 20 2. 23 =21

2 21 21 23 22 22 2 21 21 =22 =22 22

3 20 22 22 1 20 3 20 21 22 22 21

4 22 23 23 21 22 4 23 23 21 22 22

5 22 ez &3 3 21 5 z2 21 23 23 2z
CON- 30 30 31 29 30 CON- 30 31 30 30 30
TROL TROL

Table No,4.5 HUmero de tumores por disco y gor cajz de

Aristolocuia (_:'armlflora(fracgalén etanjlica),




EXPERINENTO No,1

EXPERIZENTO No,?2

No, DE TUWORES No. DE TUXORES
D I S C o D I S c [¢]
Cada CAJA
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 €3 25 27 26 23 1 4 25 25 26 26
2 25 27 28 23 25 2 25 2% 26 26 28
3 26 o 27 28 26 3 25 25 6 27 25
4 17 19 14 14 20 4 ¢6 25 27 27 25
5 20 21 13 20 13 5 26 & 28 27 26
CON- 30 3l 30 32 29 COK- 29 31 0 29 30
‘TROL TROL
Tabla No.4.6 Nimero de tumores por disco y por caja de
Nectandra salicifolia{fraccidn etanslicaj.
ZXPERAL/ENTO No,1 En2ZAIMENDO 1o, 2
No, DE TUNORES lio, DE TUWRORES
D I s [+ 0 D I S c 0
CAidh CaJA
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 2% 26 26 21 26 1 24 25 26 23 26
1 27 28 26 28 27 2 27 28 25 23 25
3 27 25 e6 25 25 3 25 26 28 28 26
4 25 3] 7 27 26 4 26 25 26 27 25
5 26 26 27 28 26 ] 217 28 25 26 26
Cull- 30 s 20 23 29 CON- 32 30 i1 29 30
TROL TROL

Tabla No.4,7 Ndmero d¢ tumores por dicco y por caja de

Neetandre celicifolia{fraccién acetato de etilo).




EXPERINZNTO No.l

PROMEDIV DEL No. DE

PROMEDIO DE TUY.ORES/DISCO EN
TUMORES EN LAS CADA CAdA
CAJAS CONTROL c A J A S
EXTRACTO (d@isolv, +agua+bact.) 1 2 3 4 5
Aristolochia taliscana 28 20 20 19 22 21
(fraccidn CH,C1,)
Aristolochia grandiflora 29 21 19 20 <0 19
(fraccidn hexdnica)
Aristolochia grandiflora 30 21 22 21 22 22
(fraccién etandlica)
Nectandra salicifolia 30 25 26 27 16 20
(fraccién etanélica)
Nectandra salicifolia 30 26 27 z6 26 27

(fraccidn acet, de etilo)

Tabla No.4,8 Promedio del numero de tumores registrados en las
cajas control y en las cajas de los extractos probados,Zste
promedio se obtiene por disco.

EX2ERIMENTO No.2

PROMEDIO DEL No. DE

PROKEDIO DE TUMORES/DISCO =N

TUMORES EN LAS CADA CAJA

CAJAS CONTROL- c A J A S
EXTRACTO (disolv,+agua+bact,) 1 2 3 4 5
Aristolochia taliscana 29 19 19 19 19 19
(fraccién Cﬂzclz)
Aristolochia grandiflora 29 21 20 20 20 20

(fraccién hex4nica)



aristolochia grandiflora 30 21 22 21 22 22

(freccidn etandlica)

Hectandra salicifolia 30 25 26 26 26 27
(fraccidn etanélice)
Nectandra salicifolia 30 25 26 27 26 26

(fraccién acet, de etilo)

Tabla Ho.4.9 Promedio del nimeroc de tumpores por disco en las

cajas control y en las cajas de los extractos probados.

Cabe aclarar en este punto,que una vez que Se obtienen los
promedios del nimer> de tumores,tanto en los controles como
en 1os extractosjse procede a obtener el % de inhibicién de
cada extracto activo,considerando el valor promedio del con-
trol como un 100% de tuszoracidn.rPor ejemplo en el caso del

extracto de Aristolochia taliscana({fraccién de diclorometano)

el valor promedio de tumores de su control es de 29,el cudl
correaponde al 100% de tumores desarrollados,una vez esteble-
cido esto se empieza a trabajar con el valor promedio de la
caja No,1 el cudl es de 13 tumores desarrollados,y por pro-
porcién simple se obtiene el porcentaje al que corresponden
los 19 tumores gue es de 71,4%;este valor es restado a 100%

para obtener el corcentaje de inhibicidén del extracto que
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es de 2B8,6n.De esta forma se van calculando 10s porcentajes

de inhibicidn para caja y para cada extracto{cinco cajas por

extracto).

EXPERIMENTO No.l

£ DE INHIBICION/CAJA

c A J A s
EXTRACTO 1 2 3 4 5 PRQMEDIO
Aristolochia taliscana 28.6 28.6 32.1 25.0 25.0 28.0
(fraceidn CHZCIZ) 7
Aristolochia grandiflora 27.6 34.5 31.0 31.0 34.5 31.7
(fraccién hexdnica)
Aristolochia grandiflora 30.0 26.7 30.0 26.7 26.7 28.0
(fraccidn etanélica)
Nectandra salicifolia 16.7 13.0 10.0 46,7 33.0 23.9
{fraccién etandlica)
Nectandra salicifolia 13.0 10.0 13.0 13.C 10.0 11.8

(fraccidn acet. de etilo)

Tabla No,4.10 Porcentaje de inhibicién de los extractos pro-

bados,registrado en cada ceja con el valor promedio corres-

bondiente,
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EXPERIMENTO No,2
% DE INHIBICION/CAJA
[ A J A S
EXTRACTO 1 2 3 4 5 PROMEDIO

Aristolochia taliscana 34,5 34.5 34.5 34.5 34.5 34.5
{fraccién CH2012)

Aristolochia grandiflora 7.6 31.0 31.0 31.0 31.0 30.3
(fraccidn hexénica)

Aristolochia grandiflora 30.0 26.7 30.0 26.7 26.7 28.0

(fraccién etanélica)

Nectandra salicifolia 16.7 13.0 13.0 13,0 10.0 13,1

(fraccién etandlica)

Nectandra salicifolia 16,7 13.0 10.0 13.0 13.0 13.1

(fraccién acet, de etilo)

Tabla No.4.1) 2orcentaje de inhibicibn en cada caja con su

respectivo promedio.

Segin Perrigni N, R. y col.(l4),se considera que aguellas
sustancias que presentan un porcentaje de inhibicién mayor

al 20%,poseen una activided significativa.De acuerdo con es#.
te criterio jtodos los extractos de Aristolochia tienen una

actividad inhibitoria,lo cudl estd de scuerdo con el uso
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popular gue se 84 & las plantas de este génerojen cambio el

extracto de Nectandra salicifolia{fraccidn etanflica'y de

acetato de etilo)no Be puede discernir por el momento sf es
activo € no,ya que presenta mucha diferencia entre el valor
promedio del porcventaje de inhibieidn del experimento No,l

al experimento No.Z2,

El extracto que presents mayor porcentsje de inhibicidn en
forma constante en ambos experimentos es el de Aristolochia
grandiflora(fraccién hexdnica)con un valor de 28%;ya que el

Aristolochia taliscana{fracciin de diclorometano)varia de

un experinento & 0tro,siendc mayor en el segundo(34.5% de

inhibicidn),

Por otro lado las células tumorales carecen de almidén por
10 que al adicionar la solucidn de Lugol como prueba confir-
mativa,eatas guedan incoloras ya gue no toman la coloracién

azul caracterfstica de almidén con yodo.

ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de poder determinar si las técnicas realizedas

tienen reproducibilidad,se realizardn enflisis de varianza
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a cada una de las técnicas(con excepcién del bioensayo con
Artemia salina E.),estoa anflisis se efectuarén con un pro-
grama estedfstico llamado ANOVA(de una via)el cudl pertene~
Ce a un paquete denominado Number Cruncher Statical System,

que realizd el Dr.Jerry L. Hintze(Kaysville,Utah 1984).
En este andlisis se compararén los resultados del experimen-
to No.l con el experimento No,2 en cada técnica,obteniendo

una tabla del andlisis de varianza y otra de medias y errores.

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Media de ?  Probabilidad
Variacién Iibertad Cuadrados Cuadredos

Bntre gpos. 1 1.936 1.936 0.02 0.880
Dentro gpos, 8 641,188 80.1485

TOTAL 9 643,124

TABLA DE XKZDIAS Y ERRORES

EXPERINMENTO # KEDIA ERROR ESTANDAR
24,68 4,003711
2 23.80 4,003711
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En bese a los resultados anterioresjel método presenta una
probabilided menor a uno(p<{1l)y ambos experimentos tienen
el mismo error estdndar(4.003711),locoudl determina que la

técnica es reproducible,
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4.3),-Kétodo Autobiogrdfico para Valorar Actividad Antibac-
teriana § Antifdngica empleando Crometograffa en Capa Pina

La técnica es muy sencilla y tanto el material como el equi-
Po que se regulere para su elaboracidén son pocos costosos;
ademds de gue se puede desarrollar con cantidades minimas de
muestra{la suficiente para correr una placa crometogrédfica)
¥ en lugares gue no necesitan algdn acondicionamiento espe=-
cial, Estas mismes caracter{sticas se han presentado también
en las anteriores técnicas,lo cufl indica que de alguna for-
ma se cumple el objetivo de este trabasjo(técnicas con meto-

dologfa simple).

En este método se registra como resultado inicial el didmetro
de inhibicién que presenta el desarrollo del microorganismo
por efecto del compuesto que se estd probando,Obteniendose
un valor promedio de esta inhibicién para cada extracto acti-
vo con cada una de las cepas empleades;el mismo procedimiento
se realiza con los estdndares.Zl resultado final se registra
como promedio total de los milfmetros de inhibicidn;con un
86lo valor de inhibicién para cada compuesto y para 105 es-
tdndares,ya que este valor se extrapolar{ en curvas estdndar

de cada compuesto con el fin de conocer la concentraccidn
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exacta de la sustancia,que estd inhibiendo el desarrollo del
microorganismo.Sobre Pusarium §p no presentan actividad de
inhibicidn ni los compuestos gue se probardn ni los estdnda-
res;sin embargo con Aspergillus ﬁ£522'1°5 compuestos para
prueba no inhibierdn pero los patrones griseofulvina y nis-
tatina tuvierén alguna actividad.Por esta razén sélo se si-
guen trabajando los resultados obtenidos de los cuatro com-
puestos con la cepa de Candida albicans y con los patrones

de griseofulvina y nistatina,

RESULTADOS EXPERINMENTALES

CE2AiCandida albicans

ESTANDAR POSITIVO;Griseofulvina
EXPERIMENTO No.l EXPERIMENTO No.2
DIAMETRO DE INHIBICION (mm)

PLACA 1 8% 2 st 3 st 1 st 2 8t 3 st
CAJA

1 11 15 10 15 10 15 10 14 10 14 11 15
2 10 15 11 15 10 16 10 14 10 14 11 14
3 11 14 11 15 10 14 11 15 10 15 11 15

Tabla No.4.12 Registro de los didmetros de inhibicién del
estdndar y de Dioscorea mex.{zlucésidos totales)en dos expe-

rimentos distintos con nueve repeticiones para cada sustancia,



EXPEZRIKZNTO o, EXSERIMZNTO No.2

DIAMETR0 DE INHIBICION (mm)

PLACA Yl st 2 8t 3 st 1 st 2 st 3 =8t
CAda
1 12 15 12 14 12 15 12 14 12 14 11 14
2 11 14 11 14 12 14 11 15 12 16 12 15
3 11 14 11 15 10 15 12 15 12 15 11 15

Table No.4.13 Registro de los didmetros de inhibicién para
estdndar y muestra(furostanoles de Dioscorea mex,)en dos
experimentos diferentes con nueve repeticiones cada uno,

EXPERIMENTO No,l EXPEZRIKENTO No,2

DIAVETRO DE INHIBICION (mm)

PLACA 1l 8t 2 st 3l st 1 8t 2 st 3 st
CAJA
1 NI 16 NI 15 NI 15 NI 15 NI 14 NI 15
2 NI 15 NI 15 NI 16 NI 14 NI 15 NI 15
3 NI 15 NI 15 NI 15 NI 15 NI 15 NI 14

Tabla No.4.1% Registro de los didmetros de inhibicidn del
deido 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carboxflico y del estdn-

dar,en ambos experimentos.
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EXPERIMENTO No.l EXPERIMENTO No.2

DIAMETRO DE INAIBICION (mm)

PLACA 1 st 2 st 3 st 1 st 2 st 3 st
CAJA

NI 14 NI 15 NI 15 KI 14 NI 15 KI 14

2 NI 15 NI 1% NI 14 NI 14 NI 15 KNI 15

3 NI 15 NI 15 NI 15 NI 15 NI 15 HKI 15

Tebla No.4.15 Registro de los didmetros de inhibicidn para
Dioscorea composita({glucésidos totales)y para el estdndar

en ambos experimentos.

CEZPA:Candida albicans
ESTANDAR POSITIVO:Nistatina
EAPERIMENTO No,1 EXPERIMENTO No,2

DIAMETRO DE INHIBICION (mm)

PLACA 1 st 2 st 1 st 1 st 2 st 3 st
1 11 238 11 28 10 28 11 30 11 30 10 30
2 11 28 11 28 10 27 i1 28 10 23 11 29
3 10 27 11 27 11 27 11 31 11 30 10 30

Tabla No.4.16 Didmetros de inhibiciédn para glucésidos totales

(Dioscorea mexicana)con nistatina como estdndar positivo en

dos experimentos diferentes,
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EXPERIVENTO No,1l EXPERIMENTO No.2

DIAMETRO DE INKIBICION (mm)

PLACA 1 st 2 st 3 st 1 st 2 8t 3 8t
CAJA
1 12 28 12 28 11 27 11 28 11 28 12 28
2 1z 28 12 27 12 28 12 28 11 28 12 27
3 11 26 12 26 11 27 11 27 11 27 11 27

Tabla No.4.17 Didmetros de inhibicidén para Purostanoles

(Dioscarea mexicana)usando nistatina como estédndar.

EXPERIMENTO HNo.l EXPERINENTO No,2

DIAMETRO DE INKIBICION (mm)

PLACA 1 st 2 st 3 st 1 st 2 st 3 st
CAJA
1 NI 28 HI 27 NI 27 NI 28 NI 28 NI 27
2 KI 27 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28

3 NI 28 NI 2 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28

[«2)

Tabla No.4.18 Didmetros de inhibicidn para el 4cido 4'-metoxi-

5-Cl~difenil-amino carboxflico,usando nistatina como estdndar,
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EXPERIMENTO No,1 EXPERIMENTO No.2

DIAMETRO DE INHIBICION (zm)

PLACA 1 8t 2 8t 3 st 1 st 2 st 3 st
CAdA
1 HI 28 NI 28 KNI 27 NI 28 NI 28 NI 28
2 NI 27 KI 27 NI 2B NI 27 NI 28 RI 28
3 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28

Table No.4,19 Didmetros de inhibicién de Dioscorea composita

{glucdsidos totales)y nistatina como estdndar,para ambos

experimentos,

Se puede observar gue,ademds de los dos estdndares solamente

Dioscorea mexicena{glucésidos totales) y la fraccién de

Purostanoles(también de Dioscorea mex, )presentarén inhibicién
en ambos experimentos frente a la cepa de Candida glbicans,
El dcido 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carboxflico y Dioaco-

rea composita(glucésidos totales)no presentardn inbibicién.

Como ya se mencioné anteriormente,el siguiente paso es obte-

ner los valores promedio de los didmetros de inhibicién.
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CEPA:Candida albicans

ESTANDAR POSITIVO:Griseofulvina

EXPERIMENTO No.l

PROKEDIO DEL DIAMETRO DE

INHIBICION/CAJA{mm)

c A J A 1
COMPUESTO

st

2

st

st

Dioscorea mexicana 10
(glucdsidos totales)

Dioscorea mexicana 12
(glucésidos furosténicos)

EXPERIMENTO No,2

COEPUESTO

15

15

10

1n

15

14

11

11

14

14

Dioscorea mexicana 10
(glucésidos totales)

Dioscores mexicana 12
(glucdsidos furostéfnicos)

14

14

10

12

14

15

11

12

15

15

Tabla No.4.20 Promedio de los didmetros de inhibicidn corres-

rondientes a dos experimentos diferentes,con griseofulvina

como estdndar,
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ESTANDAR POSITIVO:Ristatina

EXPERIMENTO No.l

c A J A
COMPUESTO

PROMEDIO DEL DIAMETRO DE
INHIBICION/CAJA(mm)

1 st 2 8t 3

st

Dioscorea mexicana
(glucdsidos totales)

Dioscorea mexicana
(glucésidoa furostdnicos)

EXPERIKENTO No,2

COMPUESTO

1 28 11 28 11

12 28 12 28 11

27

26

Dioscorea mexicana
(glucésidos totales) .

Dioscorea mexicana
—_—— R

(glucbsidos furostdnicos)

1 30 11 28 11

11 28 12 28 11

30

27

Tabla No,4,21 Promedio de los didémetros de inhibicién emplean

do nistatina como esténdar,
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CEPAiCandida albicans

ESTANDAR POSITIVO;Griseofulvira
EXPERIMENTO No.l EXPERIKENTO No,2

PROMFDIO TOTAL DEL DIAZETRO DE INHIBICION(mm)

COMPUESTO st st
Dioscorea mexicana 10 15 10 14

{glucbsidos totales)

Dioscorea mexicana 11 14 12 15
{glucdaidos furostdnicos)

Tabla No.4,2¢ Promedio total de)l didmetro de inhibicién,tanto
del estdndar como de 10s compuestos(resultado final).

ESTANDAR POSITIVO:Nistatina

EXPERIMENTO No,l EXPERINENTO No,2

PRONEDIO TOTAL DEL DIAMETRO DE INHIBICION(mm)

COMPUESTO st st
Dioscorea mexicana 11 28 11 30

(glucdsidos totalec)

Dicscorea mexicana 12 27 11 28
{2lucdsidos furostdnicos)

Tabla No.4.23 Registro del promedio total del didmetro de
inhibicisn,con nistatina como estdndar(resulteco final),
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Los valores gue presenta el extracto de Dioscorea mexicana
en sus fracciones glucdsidos totales y furosténicos,no va-
rfan en forma significativa de un experimento a otro sin
importar el estdndar que se esté expleando(griseofulvina §
nistatina),fn el caso de los estdndares;estos tampoco gre-
sentan diferencias significativas en sus didmelros de inhi-

bicién,de un experimento a otro,

Con estos resultados se observa que la fraccién de furosta-
noles de Dioscorea mexiczna puede ser ligeramente mds activa;
ya que sus didmetros de innibicidn son un poco mayores gque
los oe Dioscorea mexicana(glucésidos totales).Estos resul-
tados como se mencioné con anterioridad,se extrapolan en

curvac est4ndar de cada compuesto,

4.3.1),-Conatruccién de las Curvas Estdndar

Estas curvas se reazlizan c¢>n concentraciones conocides de
cada sustancim,trabajando ocho concentraciones distintas(de
0.06 a 1.00ug/ml);por lo tanto se elaboran cuatro curvas en
total,en las cuale:s ge extrapolan 105 resultados finales de

los didmetros de inhibicidén con el objeto de conocer la con-

centracién a la cudl se presenta la actividad ael compuesto
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CZPA:Cantida albicans

COX2Uz3T0:Diocscoree rcexicare

Glucédsidos totales Glucésidos furosténicos

CURVA ESTANDAR

CONC. (ug/ml) inhibicidn inhibicién
(zm) (zm)
0,06 1 1 1 1 1 1
0.08 1 2 1 2 l 1
0.10 2 1 1 2 2 2
0.20 3 4 3 4 4 3
0.40 7 6 7 7 7 3
0.60 11 11 10 12 11 11
0.80 14 14 14 15 15 15
1.00 16 17 17 19 18 19

Tabla No.4.24 Valores para las curvas patrén de ambas sustan
cias ¢s prueba,

COMPUESTO3Griseofulvina Nistatina

CURVA ESTANDAR

CoNC, {ug/ml) dinhibiecién inhibicidn
(mm) (mm)
0,06 2 1 2 3 2
0.08 2 2 2 4
0.10 2 3 3 5 4 5
0.20 5 4 5 9 10 10
0.40 10 10 ] 19 19 18
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0.60 15 15 14 28 28 28
0.80 20 19 13 38 37 B
1.00 24 25 24 46 47 47

Tabla No.4.25 Didmetros de inhibicidn para concentraciones
conocidas de ambos compuestos estfndar.De estos valores y
los de la tabla anterior,se obtiene un valsr promedio de
cada concentracién en ceda compuesto,para elaborar la curva

de cada uno,

CEPA:Candida albicans

PROMEDIO DEL DIAMETRO DE INHIBICION (mm)
CONPUESTO Glucésidos Griseofulvina Nistatina
CONC. (ug/ml) totales furostédnicos

0.06 1.0 1.0 1.6 2.6
0.08 1.3 1.3 2.0 3.6
0.10 1.6 2.0 2.6 4.6
0,20 3.3 3.6 4.6 9.6
0.40 6.6 7.3 9.6 18,6
0.60 10.6 11.3 14.6 28,0
0.60 14.0 15.0 19.3 37.6
1.00 16.6 18.6 24.3 46,6

Tabla No,4.26 Promedio de 1los didmetros de inhibicién de los
cuatro compuestos para la elaboracidn de las curvas esténdar

de cada uno.
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CURVA ESTANDAR DE INHIBICION
Discorea mexicana

(Glucosidos totales)

0 DIAMENTRO DE {NHIBICION Imm}

T

18
18
14
12
10

8.—

1 i i I 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
CONCENTRACION [mcg/mi}

(=20 STE o ]
Y




CURVA ESTANDAR DE INHIBICION
Discorea mexicana

(Glucosidos furostanicos)

DIAMENTROQ DE INHIBICION {mm]

L 1 i i i

0 0.2 0.4 0.8 0.8 1

CONCENTRACION [mcg/mi]

1.2




CURVA ESTANDAR DE INHIBICION

Griseofulvina
DIAMENTRO DE INHIBICION {mm]}
L A . i i L
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

CONCENTRACION {mcg/mi}

1.2




CURVA ESTANDAR DE INHIBICION

Nistatina
DIAMENTRO DE INHIBICION [mm}
"
L P 1 1. 1 1.
o] 0.2 0.4 0.6 0.8 1

CONCENTRACION [mcg/mi]

1.2




Como se puede observar en las cuatro grdficas,se presenta

una relacién directamente proporcional entre ambos pardmetros
¥a que a mayor concentracidn del compuesto,mayor didmetro de
inhibiciénjesta relacién se presenta en forma de linea recta

con gendiente positiva y ordensds 8l origen aproximadamente,

Al extrapolar los didmetros de inhibicién que presentarén
Dioscorea mexicana(glucésidos totales y la fraccién de furos-
tanoles)como compuestos de prueba;y de griseofulvina y nis-
tatina como compuestos esténdar(cada compuecto en su curva
correspondiente) se puede conocer cudl es lu concentracidn
que estéd produciendo la inhibicién sobre el desarrollo del
hongo{Candida albicans).Por lo tanto la fracciédn de glucési-
dos furost4nicos tiene m£s pdder e inhibicién que los glu-
cSsidos totales,debido B que pars un didmetro de inhibicién
igual & 11 mm la fraccidén de furostanoles requiere de 0,50
ug/ml y los glucésidos totales necesitan una concentracién
de 0,66ug/ml.En el caso de 1los compuestos estdndar,nistatina
es mds potente que griseofulvina,debido a que en una inhibi-
cién de 28 am de didmetrojnistatina la efectua con una con-
centracién de ¢.60ug/ml mientras que griseofulvina necesita

una concentracidn de 1.156ug/ml.
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DIAMETRO DR

INHIBICION CONCENTRACION
COMPUESTO (mm) (ug/ml1)
Dioscorea mexicana 10 0.60
{gluc. totales) 11 0.66
Purostanoles 11 0.59
12 0.645
Griseofulvina 14 C.575
15 0.615
Nistatina 27 0.58
28 0.60
30 0.645

Table No.4.27 Concentraciones correspondientes a cada com-
puesto,obtenidas de lac grdficas por extrapolacién de los
didmetros de inhibicidn prezentados por cada compuesto.

Por medio de las gréficas tembién se puede determinar la
actividad s la concentracidn de 0.04ug/ml,y de este forma
confirmar 1o que citan feterson C, A, y Bdgington L. V.(23),
referente a que este método es capaz de detectar cantidades
menores a 0.05 ug de compuesto activo,lo cufl denota sensi-

bilided,
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ANALISIS DE VARIANZA

ESTANDAR P0SITIVO:Griseofulvina

TABLA DEL ANALISIS DE VARIARIA

Puente de Grados de Suma de Media de ? Probabilidad
Variacién Libertad Cuadrados Cuadrados
Bntre gpos. 0.125 0.125 0.02 0.883
Dentro gpos. 6 31,750 5.2916
TOTAL 7 31.875
TABLA DE MEDIAS Y ERRORES
EXPERIMENTO # MEDIA ERROE ESTA.DAR
12.5 1.150131
2 12.75 1.150181

ESTANDAR POSITIVOs;Nistatina

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Grados de Suma de Media de P Probabilidad
Variecién Libertad Cuadrados Cuadrados

Entre gpos. 1 0.5 0.5 0.01 0.945
Dentro gpos. 6 583.0 97.1666

TOTAL 7 583.5
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TABLA DE MEDIAS Y SRRORES

EXPERIMENTO # ¥EDIA ERROR ESTANDAR
1 18.5 4,928658
2 20.0 4,928657

Aquf se realizd un andlisis estadfstico para los experimen~
tos donde Be usé griseofulvina como estdndar,y otro en los
que se empled nistatina como estédnder.Zn ambos las probabili
dades fuerdn menores a und y 155 errores estdndar se presen~
tan iguales de un experimento & otro,dentro del mismo and-

lisis;por lo tanto el método llega a ser reproducible.
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4.4).-Viabilidad Celular en Céiulas EpitelialesiNétodo de

£&xclusién con Azul Tripan

En general la técnica es sencilla en cuanto a su elaboracién,
Y tanto el material como el equi;0 cue renuiere es minimo;
aunque la separacidn de los linfocitos es un noco més compli
cada y laboriosa,pero teniendo un proveedor que nos progor-—
cione las célulss cada vez aque se empleen la técnica se hace

més simple,

En este método se obtienen los resultedos contando primero
el nimero de célulzs vivas y muertas en cada frasco viel
(nueve repeticiones/compuesto pr&bado y por nivel de dosis).
Y como se menciond en el punto 3.4 de lz parte experimental,
las cflulas se cuentan en 108 cuacruntes externos de ls Cé-
mare de Newbauer,y 5610 aquellas que se tifien de color azul

son consideradas muertas y las incoloras son las vivas,

Posteriormente se obtiene la suma de todas las células muer—
tas en cade repeticién hecha,para posteriormente obtener el
porcentaje de células muertas conaiderando a la poblacién

total de células{vivas y muertas)como el l0Chja este porcen-

taje que se obtiene de acuerdo con el nimero de células no
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viablez gue se cuenten,se le resta el factor de correccién
el cudl corresponde al porciento de célules muertss deter~
minadc ern le prusba control{countar la poblacidédn celular sin
que esté en contacto con ningdn compuezto,sdlo con sulucidn
salina y el colorante)cue s¢ hace zuicr de agreger las célu-
las a los frescous viales.Coco en laz otras técnicas aguf

tazmbién se realizardn dos experimen:ios en diferentes dfas.

88



BESULTADOS EXPERIMENTALES

EXPZRIKENTO No,1

E=Ko, de células muertas
CONTROL: lio, TOTAL DE CELULAS=63(100%)
66 células vivas(95,65%)
3 células muertas(4.35%)
DOS1IS 10 ug/ml 100 ug/ml - 1000 ug/ml
COMPUESTO ¥ 4 ) 4

2 13 15 8 16 16 11
18 10 12 10 15 20

Aristolochia g. 5
{fraccidn hexdnica)

[y
s W
o

LUE UN TUTAL INICIAL= 167 79 239

Aristolochia g. 5 5 6 14 13 13 26 36 42

{(fraccién etandlicall0 § 7 15 217 19 56 60 &5
8 5 15 8 27 12 18 32 30

DE UN TOTAL INICIAL= 250 244 a7e
Dioscores mexicana 20 22 21 33 44 45 34 24 36
(gluc, totales) 15 27 &5 29 34 12 4G 46 16
26 20 18 c6 41 28 8 28 1%
DE UN TOIAL IKICIAL= 523 473 313

Dioscorea composita 13 19 15 13 18 20 25 35 21

(gluc.totales) 20 9 6 22 27 33 37 18 10
12 17 15 42 16 25 15 39 40
DE UN POTAL INICIAL= 542 422 333
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¥etotirexato 10 10 13 30 30 31 28 28 45
20 23 10 21 31 33 28 42 19
21 1z 13 31 13 17 23 21 23

DZ UN TOZaL INICIAL= 302 377 275

2ERIMENTO No,2

CONTROL: No. TOTAL DE CELULAS=239{10C%)
216 células vivas{90,38%)
23 células muertas(9.62%)

DOsSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml
CO¥LOESTO 4 ) § ¥
Aristolochia g. 30 10 18 65 70 <O 60 50 85
(iraccién nexdnica) 22 B8 41 5 40 81 62 439 13
30 31 30 63 60 65 81 68 62
DE UN TOTAL IKICIAL= 821 885 760
Aristolochia g. -1l 10.25 34 16 14 39 24 32

(fraccibn etandlica)3i2 60 65 18 15 26 46 53 42
50 1 8 24 16 46 29 30 49
DE UN TOTAL INICIAL= 667 339 338

Dioscorea mexicana 9 16 10 61 T1 49 43 45 54

(gluc. totales) 21 33 30 53 59 94 62 77 98
g 24 40 73 88 51 78 40 176
DE UN TOTAL INICIAL= 465 643 692
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Dioacorea composita 5
(gluc. totales) 23
42
DB UN TOTAL INICIAL=
Metotrexato 8
16
39

DE UN TOTAL INICIAL=

13 2 59
28 4z 1
5 10 33
536
11 4 33
22 38 82
7 2 22
291

50 26
70 34
13 66
760

48 75
22 17
17 42
517

38
51
42

B 24

74 53
35 40
451

38 50
70 37
85 79
493

Tabla No.4.28 Ndmero de

células muertas por cada nivel de

dosis,en cada experimento(dos}).

A continuacidn se obtiene la suma de estas células muertas

en cada nivel de dosis y para cada compuesto gue se estd

probando,Con estos resultados se determina el porciento.de

células muertas 6 no viables;considerando sl total como el

100%.
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DOsIs 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml
CoMPUZLTO ). § M | 4
Aristolochia g. 36 153 71
(fraccidn nexdnica)

DE UN TUTAL= 167 279 239
Aristolochia g. 63 135 324
(fraccidn etandlice)

DE UN TOTAL= 250 244 372
Dioscorea mexicana 198 288 A3
(glucésados totales)

DE UN TOTAL= 523 479 313
Dioscorea composita 135 225 243
(glucédsidos totales)

DE UN TOTAL= 542 422 333
Metotrexato 135 243 261
DE UN TOTAL= 302 377 275
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EXPERIEKENTO No,2

DOSIS 10 ug/ml 100 ug/mi 1000 ug/ml
COMPUZSTO ¥ -4 )4
Aristolochia g, 216 585 603
(fraccién hexdnica)

DE UN TOTAL= 821 885 760
Aristolochia g. 261 207 342
(fraccién etanélica)

DE UN TJTAl= 667 339 398
Dioscorea mexicana 139 423 576
(glucdsidos totales)

DE UN TJITAL= T 405 643 692
Dioscorea composita 160 450 300
(glucésidos totales)

DE UN TUTAL= 596 760 451
Metotrexato 144 360 486
DE UN TOTAL= 291 517 433

Tabla No.4.29 Suma(de las nueve repeticiones)de la poblacién

celular no viable con su respectivo total de células(el to-

tal incluye células vivas y muertas),correspondiente a cada

nivel de dosis en ambos experimentos.
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EXPZRIKENTO No,l

P.C.=PACTOR DZ CORRECCION(4.35%)

DISIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml
COYPUESTO % DE CELULAS NO VIABLES
iristolochia g. z1.56% - 54.84% 71.55%
(frac, hexdnica)

XENOS F.C,= 17.21% 50.49% 67.20%
Aristolochia g. 25.20% 55,33% 87.10%
(frac. etanslica)

M:NOS P,C,= 20.85% 50.98% 82.75%
Dioscorea mexicana  37.86% 60.13% 77.64%
(gluc. totales)

MENUS F.C.= 33.51% 55.78% 73.29%
Dioscorea composita <Z4.91% 53.32% 72.97%
(gluc. totales)

MENOS F,C,= 20.56% 48.97% o8, 62%
Metotrexato 44,.70% 64.46% 94.91%
HENOS P.C.= 40.35% 60,11% 90.56%
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EXPERIMENTQ No.2

P.C,=FACTOR DE CORREICCION(9,52%)

DOSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml
COMPUESTO % DE CELULAS NO VIABLES
Aristolochia g. 26.31% 66.10% 79.34%
(frac, hexfnica)

MENOS F.C.= 16.69%- 56.48% 63.72%
Aristolochia g. 39.13% 61.06% 85.33%
{frac. etanSlica)

¥iNOS F.C.= 29.51% 51.44% 76.31%
Dioscorea mexicana  40.b65% 65,79% 83.24%
{gluc. totales)

MENOS P.C.= 31.03% 56.17% 73.02%
Dioscores composita 30.20% 53.21% 79.82%
{(gluc. totales)

®ENOo F.C.= 20.58% 49.53% 70.20%
Metotrexato 43.48% ©9.63% 38, 58%
MENOS F.C,= 33.80% 60.01% &€, 36%

Tabla No,4.30 ZPorcentaje de células no viables,aplicando el

factor de correccidn propio de cada experimento.
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frizeramente podemos observar gque conforme sumenta la dosis
del compuesto el porciento de las cflulas ro viables aumenta;

el extracto de aristolocnla grandiflora en su traccidén eta-

ndlica groduce un mayor porcentaje de muerte en las células
gue la fraccidn nexdnica,en cuanto a los extractos de Diosco-
rea el ae mexicana presenta mayor porcentaje de nuertes.En
forma general ¢l compuesto mds activo de las probados fué el
extracto de Dioscorea mexicana(glucédsidos totales),con excep—
cidén del metotrexato(estdndar positivo)cue presenta mayor
actividad; gor 1o tantoc 10os compuestos probedos tienen acti-
vidad de tigoo citotdxica,También s¢ observa gue en la dosis
de 10U ug/ml todas las sustancias,con excepcidn del estdndar
positivo(metotrexato),se presentan casi con un 5C% de muerte

celular.

En este método se hizo el andlisis comparando compuesto por
compuesto probado de un experimento a otrojdebido a gque se
mane jan tres resultados por sustancia prooada,gue correspon-

den a 10s tres niveles de dosis manejados
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ANALISIS DE VARIANZA

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA de Aristolochia grandiflora
(fraccién hexénica)

Puente de Grados de Sume de Media de P Probabilidad
VYariacién Libertad Cuadrados Cuadrados

EZntre gpos. 1 10.64002 10.64002 0.02 0.908
Dentro gpos. 4 2818.835 704.7087

TITAL 5 2829.475

TABLA DE KEDIAS Y ERRORES

EXPERIMENTO # KEDIA ZRROR E-TANDAR
44.97 15.32654
47.63 15,32654

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA de Aristolochia grandiflora

(fraccién etanélica)

ruente de Grados de Suma de Media de P Probabilidad
Variacién Libertad Cuadrados Cuadrados

Zntre gpos, 1 1.2880 1.<880 o] 0,969
Dentro gpos. 4 3008.239 752.0596

TOTAL 5 3009.527
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TABLA DE ¥ZDIAS Y ERRORES

EXPZRINZINTO £ ¥EDIA ERAOR ESTANDAR
1 51,52667 15.83308
2 52,45334 15.83308

TABLA DEL ANALI:Io D= VARIANZIA de Dioscorea mexicana
(glucésidos totales)

Puente de Grados de Suma de Kedia de P Probabilidad
Variacidén Libertad Cuadrados Cusdrados

Entre gpos. 1 0.5162 0.5162 0 0.974
Dentro gpos. 4 1711.811 427.9526

TOTAL 5 1712.327

TABLA DE KEDIAS Y ERRORES

EXPERIMENT O # KEDIA ERROE ESTANDAR
1 54,19333 11.94365
2 53, 60607 11.34365
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TABLA DZL ANALICIS DE VARIANZA de Dioscorea composita

(glucésidos toteles)

Puente de Grados de Suma de ¥edia de 4 Protabilidad
Variacién Liberted Cusdrgdos Cuadrados
Entre gpos. 0.8214 0.8214 [o] 0.972
Dentro gpos. 4 2410.504 602,6259
TITAL 5 2411.325

TABLA DE MEDIAS Y ERRORES

EXPERIRRNTO # KEDIA ERROR ESTANDAR
46.05 14.17305
2 46.73 14.17305

TABLA Deln ANALISIS DE VARIANZA de Metotrexato

(estdndar positivo)

Puente de Grados de Suma de Media de ?  Probabilidad
Variacidn Libertad Cugdrados Cuadrados

Entre gpos, 0.7393 0.7993 [o] 0.973
Dentro gpos. 4 2497.88 624.4639

TOTAL 5 2438.679
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TABLA DE MEDIAS Y ZRRORES

EXPZHIMZINIO ¥ MEDIA ERROR ESTANDAR
1 63.67333 14.42704
2 62.34333 14.42704

En estos cinco anflisis se observa al igual gque en los otros
nétodos,que las probabilidedes estdn por abajo de uno y los
errores estdniar son iguales para cada compuesto y en ambos
experiemntos,Por lo tanto esta técnica también tiene cierta

reproducibilidad,
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5. CONCLUSIONES

I,-Los objetivos fuerdn seleccionar y montar los métodos de
cernimiento que aparecieran como wnés convenientes para una
deteccidn primaria de actividad biocldgica en extractos de
plantas 5 intermediarios sintéticos,.En este sentido se se-
leccionarén después de una amplia revisidn bibliogrédfica,los
siguientes métodos: a)Bioensayo con Artemie salina f.,b)En—
sayo en Disco de Papa para la Evaluacién de la Accién Anti-
tumoral,c)Método Autobiogrdfico para valorar Actividad Anti-
bacteriana 4 Antifdgica y d)Viabilidad en Célules Epitelia-

les;Hétodo de Exclusidn con Azul Tripan.

II.-Con el objeto de monter y poner a punto los métodos men-
cionados bajo los objetivos anteriores,se probardn una serie
de extractos de plantas;de trabajos actualmente en curso en
nuestro laboratorio,obteniéndose algunos resultados que aun-
que preliminares,son interesantesg

a).-Nectandra salicifolia muestra actividad citotéxica en

papas,
b).~-las plantos del género Aristolochiam mostrarén una acti-

vidad antitumoral en la prueba de inhibicién del crecimiento
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de tumores en pape,lo gque recresenta un indicio preliminar
de que el uso gue se ¢4 a estas plantas{como antitumorales)
podria estar justificado

Pinalmente,las fracciones de glucdsidos totale:z y de furos-
tanoles de D:oscorea mexicana resultan activos contrz Candida

albicans,no as{ los de Diosscorea composita;planta muy rela-

cionada botdnicazente y que posee mayoritariamente glucdsidos

espirosténicos,lo cudl resulta interesante.

II1.-Las plantas del género Aristolochia presentardén también
actividad téxica contra células,especificamente linfocitos;
al iguasl cue los glucdésidos toteles de Dioscorea mexicana y

Dioscorea composita,en la prueb®@ de viabilidad celular con

azul tripan.lo que a la larga puede ser el irndicis de otra
aplicacién teragedtica(carcinostdticos)de estos géneros de

plantas,

IV.~Zor dltimo parece importante recomendar;a)el uso de al-
guno 6 de todos los métodos aquf presentados para el estudio
sistemftico de plantas medicinales y/o los intermediarios de
sfntesis,b)el estudio de las Aristolochims como citotéxicos
¥ el de los furostanoles de Dioscorea mexicana como antifun-

gicos,
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V.-Acerca del andlisis estad{stico{andlisis de varianza)se
concluye gue 1los cuatro métodos seleccionados y llevados a
cabo experimentalmente son reproducibles bejo las mismas

condiciones en las nue se realizardén.
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